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基础 研究 


双 功 能 分 子 日 介 素 -2- 粒 细 肥 - 巨 哈 细 肥 集 落 生 长 因子 促进 树 突 
状 细 肥 在 肿瘤 免疫 抑制 环境 中 的 活化 效应 
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摘要 :目的 将 本 室 构 建 与 制备 的 双 功 能 分 子 白 介 素 -2- 粒 细胞 - 巨 哈 细 胞 集落 生长 因子 (IL2-GMCSF) 和 蛋白 作用 于 肿瘤 条 件 培 养 
基 (TCM) 环 境 中 的 树 突 状 细胞 系 (DC) ,检测 其 对 DC 细胞 的 活化 ,探讨 其 用 于 活化 DC、 进 行 抗 肿瘤 免疫 治疗 的 可 能 性 。 方 法 
制备 小 鼠 黑色 素 瘤 B16F10 细胞 系 的 TCM, 用 以 培养 DC2.4 细胞 ,同时 分 别 添加 I 耳 2-GMCSF、GM-CSF.IL-2、 或 IL-2 与 
GM-CSF 组 合 使 用 。24 h 后 ,检测 DC2.4 细 胞 的 吞 鸣 与 增殖 活性 .细胞 成 熟 表 型 细胞 因子 分 泌 与 信号 通路 活化 。 结 果 DC2.4 
细胞 具有 未 成 熟 DC 的 特征 ,在 TCM 培 养 条 件 下 吞噬 能 力 增强 ,但 增殖 活性 显著 受 抑 ,TCM 对 DC 成 熟 表 型 表面 标志 的 表达 有 
一 定 促进 作用 ,并 促进 单 核 与 DC 来 源 的 趋 化 因子 (MDC) ,但 抑制 DC 的 I 工 -12 分泌。 与 之 相反 ,IL2-GMCSF 主要 借助 其 
GM-CSF 活 性 ,促进 DC2.4 细 胞 的 吞 哈 与 增殖 活性 ,并 促进 DC 进一步 成 熟 , 且 高 表达 IL-12 与 MDC。 + GM-CSF #8 H , 
IL2-GMCSF 可 诱导 更 高 的 炎 性 NF-kB 通路 活化 水 平 ,而 抑制 调节 性 STAT3 通 路 的 活化 。 结 论 与 GM-CSF 单 独 作 用 相 比 ， 
IL2-GMCSF 可 更 好 地 促进 肿瘤 免疫 抑制 环境 中 的 DC 活化 ,有 望 成 为 有 效 的 临床 抗 肿瘤 治疗 手段 。 

关键 词 : 双 功能 分 子 ; 白介素 -2; 粒 细胞 - 巨 噬 细 胞 集落 生长 因子 ; 树 突 状 细胞 ;肿瘤 免疫 抑制 
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Effect of bifunctional IL2-GMCSF in promoting dendritic cell activation in vitro in 


simulated tumor-induced immune suppression 
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Abstract: Objective To test the effect of bifunctional molecule IL2-GMCSF in promoting the activation of dendritic cells (DCs) 
cultured in tumor conditioned medium. Methods We prepared a tumor conditioned medium using mouse melanoma cell line 
B16F10 supplemented with IL2-GMCSEF, GM-CSF, IL-2, or the combination of the latter two. After culturing mouse DC cell line 
DC2.4 in the conditioned medium for 24 h, the DCs were examined for phagocytosis, proliferation, maturation phenotype, 
cytokine secretion, and signal pathway activation. Results DC2.4 cells displayed characteristics of immature DCs. After cell 
culture in the conditioned medium, the cells showed enhanced phagocytosis but significantly suppressed cell proliferation 
activity. Culture in the conditioned medium also promoted DC cell maturation and secretion of macrophage-derived 
chemokine (MDC), but inhibited IL-12 secretion. Supplementation of the conditioned medium with IL2-GMCSF promoted 
phagocytosis, proliferation, maturation, and cytokine (including both IL-12 and MDC) secretion of DC2.4 cells. Compared with 
GM-CSF, IL2-GMCSF induced a higher level of NF-KB signal pathway activation but suppressed STATS activation. Conclusion 
Compared with GM-CSF, IL2-GMCSF can better promote DC activation in the context of tumor-induced immune suppression, 
and thus shows potentials in anti-tumor therapy. 

Key words: bifunctional molecular; interleukin 2; granulocyte macrophage colony stimulating factor; dendritic cells; tumor 
immune inhibition 


肿瘤 的 发 生发 展 往往 与 微 环境 免疫 抑制 相关 。 肿 
瘤 细胞 采用 多 种 手段 以 实现 免疫 逃逸 " ,如 抑制 免疫 细 
胞 的 增殖 ”分 泌 体 液 因 子 以 持 抗 效应 T 细 胞 的 细胞 毒 
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活性 5 下 调 抗原 递 呈 分 子 的 表达 从 而 抑制 抗原 呈 递 ”， 
以 及 诱导 T 细 胞 失 能 等。 体外 研究 已 证 实 , 肿 瘤 培 养 
上 清 可 抑制 树 罕 状 细胞 的 活化 与 成 熟 , 从 而 显著 抑制 搞 
肿瘤 免疫 反应 “。 

细胞 因子 在 免疫 细胞 间 发 挥 信使 作用 ,对 协调 免疫 
反应 非常 关键 。 白 介 素 -2(IL-2) 与 粒 细胞 - 巨 噬 细 胞 集 
落 生 长 因子 (GM-CSF) 是 具 抗 肿瘤 效应 的 两 种 重要 因 
子 。GM-CSF 具 有 多 种 免疫 调节 活性 ,包括 促进 粒 细 
胞 . 巨 哈 细胞 \ 嗜 酸性 细胞 的 分 化 " ,激活 并 募集 树 突 状 
EDC), GM-CSF 可 促进 未 活化 T 细 胞 表面 了 工 -2 
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受 体 的 表达 ,使 之 可 对 IL-2 发 生 反应 ,同时 是 具 远 距 离 
抗 瘤 活 性 的 细胞 因子 中 效应 最 强 的 一 个 ”。IL-2 主要 由 
辅助 性 T 细 胞 分 泌 , 但 DC 接触 到 细菌 后 的 短 时 间 内 会 
短暂 但 迅速 地 上 调 工 -2 的 表达 ,这 对 于 DC 所 介 导 的 T 
细胞 活化 非常 关键 ”。IL-2 可 激活 多 种 效应 细胞 如 细 
胞 毒性 T 细 胞 (CTL) ,自然 杀伤 细胞 (NK)"" 等 ,并 可 体 
外 诱导 淋巴 因子 活化 的 杀伤 细胞 (LAK) ”和 肿瘤 浸润 
细胞 (TIL)5 ,因此 对 肿瘤 的 排除 具有 非常 重要 的 意义 。 

IL -2 与 GM-CSF 可 协同 发 挥 作 用 ,促进 肿瘤 环境 
中 TIL 的 增殖 和 细胞 毒性 呈 ,并 增强 单 核 细胞 的 活化 与 
攻击 黑色 素 瘤 细胞 的 细胞 毒性 汪 9%。 然 而 ,IL-2 与 
GM-CSF 的 半 寿 期 相差 其 远 , 往 往 使 效应 难以 预期 "7。 
本 课题 组 前 期 构建 与 制备 了 IL2-GMCSF 融 合 和 蛋白 ,并 
证 明 其 同时 具有 IL-2 与 GM-CSF 的 活性 呈 。 本 研究 将 
探讨 在 肿瘤 培养 上 清 的 免疫 抑制 环境 中 ,IL2-GMCSF 
双 功 能 分 子 对 DC 活化 水 平 的 调节 效应 。 


1 材料 与 方法 
1.1 主要 试剂 与 细胞 

DC2.4 细胞 系 为 本 室 保 存 ; 双 功能 分 子 
IL2-GMCSF 为 本 室 制备 与 保存 ,其 包含 的 IL-2 活 性 浓度 
为 8.7x10 U/mg,GM-CSF 活 性 浓度 为 1.1x10’ U/mg. 
RPMI 1640 培 养 基 、 胎 牛 血清 (FCS) 购 自 Corning 公 司 ; 
FITC 标 记 的 葡 皮 糖 (分 子 量 为 40 KD ,简称 为 FD40) 购 
A Sigma ZS] ; AEAF IL-2, GM-CSF Jl H Peprotech 
27] ;CD80-FITC,CD86-APC,CD83-PE, MHC class II 
(I-A/I-E) -PE-Cyanine7 荧光 抗体 购 自 eBioscience ZS 
司 , BERR {LE NF-KB p65 抗 体 (p-p65,Ser536,93H1) ,总 
NF-KB p65 蛋白 抗体 (D14E12) J A Cell Signaling 
Technology 公 司 , 磷 酸化 STAT3 抗 体 (p-STAT3; Ser727) , 
总 STAT3 蛋白 抗体 (H-190) J A Santa Cruz 
Biotechnology 公 司 ,GAPDH 抗 体 与 疗 根 过 氧化 物 酶 标 
记 的 二 抗 购 自 北 京 中 杉 金 桥 公 司 ;IL-12 与 巨 吻 细 胞 来 
源 的 趋 化 因子 (MDC/CCL22)ELISA 试剂 盒 购 自 武 汉 
博士 德 ;化 学 发 光 显 色 试 剂 SuperSignal West Pico I A 
Thermo Scientific 公 司 。 
1.2 方法 
1.2.1 肿瘤 细胞 条 件 培 养 基 的 制备 培养 小 鼠 黑 色素 瘤 
细胞 B16F10 至 对 数 生长 期 , 胰 酶 消化 后 , 按 1x10" 细胞 / 
mL RPMI 1640-10% FCS 全 培 (简称 为 R10) 接 种 6 孔 
板 ,培养 过 夜 后 收集 上 清 ,2000 r/min 离心 5 min 去 除 细 
胞 碎片 , 即 为 肿瘤 细胞 条 件 培养 基 (TCMD)。 
1.2.2 TCM 处 理 培养 小 鼠 未 成 熟 DC 细 胞 系 DC2.4 至 
对 数 生长 期 , 胰 酶 消化 后 , 按 5x10 细 胞 -mL R10 接种 6 
孔 板 ,同时 每 孔 添加 1 mL TCM, 双 功 能 分 子 
IL2-GMCSF 2000 U( 以 下 -2 活性 计算 ) ,细胞 因子 
LIL-2,GM-CSF 或 IL -2+GM-CSF 组 合 。 以 R10 培 养 基 


培养 为 空白 对 照 , 以 不 加 细胞 因子 的 TCM 培养 为 阴性 
对 照 。 处 理 24 h 后 检测 DC2.4 细 胞 活性 。 

1.2.3 细胞 吞噬 功能 检测 胰 酶 消化 TCM 条件 下 培养 
的 DC2.4 细胞 , 按 2x10 细 胞 /100 uL 磷酸 盐 缓 冲 液 
(PBS) 重 悬 ,加 入 FED40 洲 液 至 终 浓 度 为 1 mg/mL,37 C 
孵育 15 min, PBS 洗涤 3 次 后 , 流 式 细胞 仪 (Calibur 
FEACS,BD 人 公司) 检测 平均 荧光 强度 (MED)。 

1.2.4 免疫 荧光 胰 酶 消化 TCM 条 件 下 培养 的 DC2.4 
细胞 ,用 含 5% FCS 的 PBS(5% FCS-PBS) 洗 洗 后 , 按 
2.5x105 细 胞 /100 uL 5% FCS-PBS 重 悬 ,分 别 加 入 下 列 
荧光 抗体 :CD80-FITC, CD86-APC, CD83-PE, MHC 
class II (I-A/I-E)-PE-Cyanine7, 并 以 同型 对 照 抗 体 为 阴 
性 对 照 。4 SCHEER 20 min 后 洗涤 , 流 式 细胞 仪 检 测 
染色 阳性 细胞 比率 。 

1.2.5 ELISA 取 TCM 条 件 下 培养 24h 的 DC2.4 细 胞 
培养 上 清 ,2000 wmin 离 心 去 除 细胞 碎片 。 根 据 ELISA 
试剂 盒 说 明 书 进行 操作 ,采用 多 功能 酶 标 仪 (Thermo 
Scientific 公 司 ) 于 490 nm 与 630 nm 处 检测 OD 值 ,检测 
IL-12 与 MDC 的 分 泌 。 

1.2.6 免疫 印迹 胰 酶 消化 TCM 条 件 下 培养 24 h 的 
DC2.4 细 胞 ,采用 RIPA 蛋白 裂解 液 裂 解 提取 总 蛋白 ,以 
12% SDS-PAGE 凝 胶 电 泳 分 离 后 转 膜 ,采用 免疫 印迹 
检测 p-p65 .p65 .p-STAT3、STAT3 的 水 平 ,以 GAPDH 为 
内 参 。 抗 体 均 行 1:2000 稀 释 。 常 规 孵 育 洗 涤 后 ,采用 
化 学 发 光 显 色 底 物 进行 显 色 ,以 GeneGnome5 化 学 发 光 
显影 仪 (基因 公司 ) 采 集 图 像 。 


2 结果 
2.1 IL2-GMCSF 促 进 DC2.4 细 胞 吞噬 

将 DC2.4 细 胞 在 添加 不 同 细 胞 因子 或 双 功 能 分 子 
IL2-GMCSF( 图 1 中 示 为 BF) 的 TCM 中 培养 24 h 后 , 检 
测 其 对 FD40 的 吞 唆 能 力 。 结 果 显示 ,TCM 环境 中 细胞 
否 哈 活性 显著 低 于 常规 培养 环境 中 的 水 平 , 提 示 TCM 
处 理 可 抑制 DC2.4 细 胞 的 甜 唆 活 性 。 而 IL2-GMCSF 
无 论 在 常规 培养 环境 中 还 是 在 TCM 环境 中 , 均 可 显著 
促进 DC2.4 细 胞 的 甜 叭 活性 ,与 GM-CSF 或 GM-CSF 
与 二 -2 组 合 使 用 具有 相似 的 效应 (P<0.05)。 与 之 相反 ， 
IL-2 对 细胞 的 天 哈 活性 无 影响 。 然 而 ,无 论 是 
IL2-GMCSF GM-CSF, {Æ GM-CSF 45 IL-2 HJH AE 
用 , 均 无 法 完全 道 转 相 应 细胞 因子 处 理 下 ,TCM 对 
DC2.4 细 胞 吞噬 活性 的 抑制 (图 1)。 
2.2 IL2-GMCSF 促 进 DC2.4 细 胞 的 增殖 

胰 酶 消化 处 理 24 h 后 的 DC2.4 细 胞 并 计数 ,结果 显 
示 , 与 常规 培养 条 件 相 比 ,TCM 培 养 条 件 下 ,细胞 增殖 
受到 显著 抑制 ,GM-CSF 与 IL-2 均 有 一 定 的 逆转 效应 ， 
但 无 法 完全 逆转 ,而 两 种 细胞 因子 的 组 合 可 使 细胞 增殖 
活性 回复 到 常规 培养 条 件 下 的 水 平 。 与 单独 的 细胞 因 
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子 作用 不 同 ,IL2-GMCSF 可 显著 促进 TCM 条 件 下 的 细 
胞 增殖 (P<0.05)。 值 得 注意 的 是 ,常规 培养 条 件 下 ， 
IL2-GMCSF 对 细胞 增殖 的 促进 效应 与 GM-CSF 水 平 
相当 ,但 在 TCM 条 件 下 却 显著 高 于 GM-CSF 活 性 (图 2)。 
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图 1 流 式 细 胞 术 检 测 DC2.4 细 胞 的 吞噬 活性 

Fig.1 Phagocytosis of DC2.4 cells detected with flow 
cytometry. TCM: Tumor conditioned medium. *P< 
0.05 vs BLK; *P<0.05 vs TCM. 
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图 2 细胞 计数 法 检测 DC2.4 细 胞 增殖 活性 
Fig.2 Proliferation of DC2.4 cells detected with cell 
counting method. *P<0.05 vs BLK; ‘P<0.05 vs TCM. 


2.3 IL2-GMCSF 促 进 DC2.4 细 胞 的 成 熟 

采用 免疫 荧光 检测 在 TCM 中 培养 24 bh 的 DC2.4 
细胞 表 型 , 流 式 分 析 结 果 显 示 ,TCM 可 抑制 细胞 表面 成 
熟 标志 分 子 的 表达 。GM-CSF IL-2 或 组 合 细胞 因子 在 
常规 培养 环境 中 和 TCM 环境 中 对 共同 孵育 的 DC2.4 细 
胞 表面 CD80.CD86.MHC-II 与 CD83 的 表达 有 不 同 的 
作用 效应 。 和 常规 培养 条 件 下 ,GM-CSF 对 上 述 标 记分 子 
的 表达 均 呈 现 抑 制 效应 ,但 在 TCM 环境 中 均 促进 其 表 
达 。 而 IL-2 对 这 些 分 子 的 表达 无 显著 影响 ,细胞 因子 的 
组 合 与 之 类 似 , 但 均 无 法 逆转 TCM 对 上 述 分 子 的 表达 
抑制 ,其 而 会 进一步 降低 其 表达 水 平 。IL2-GMCSF 的 
作用 效应 在 常规 培养 条 件 下 更 接近 于 GM-CSF 与 IL-2 
的 组 合作 用 效应 ,但 在 TCM 环境 中 ,可 显著 促进 CD80、 
CD86 的 水 平 ,并 维持 MHC-I 与 CD83 的 水 平 (P< 


0.05). Paik, TCM IHE , 5 IL2-GMCSF SEE AY 
DC2.4 细 胞 可 呈现 更 显著 的 成 熟 表 型 (图 3、4)。 
2.4 IL2-GMCSF 促 进 DC2.4 细 胞 的 细胞 因子 分 沁 

ELISA 检测 结果 显示 ,TCM 处 理 显著 抑制 了 
DC2.4 细 胞 的 开 -12 分 泌 水 平 , 却 可 促进 MDC 的 表达 。 
GM-CSF 可 促进 常规 培养 条 件 下 工 -12 的 分 泌 , 但 无 法 
逆转 TCM 环境 对 I-12 的 表达 抑制 ;与 之 相反 ,无 TCM 
刺激 的 环境 中 ,GM-CSF 不 会 诱导 MDC 的 分 泌 ,但 在 
TCM 环境 中 可 进一步 显著 提升 MDC 的 水 平 。 与 
GM-CSF FEE ,无 论 是 常规 培养 条 件 还 是 TCM 处理 环 
境 中 ,IL2-GMCSF 均 可 显著 提高 MDC 表 达 水 平 ,同时 
促进 工 -12 的 分 泌 ,但 无 法 完全 逆转 TCM 环 境 对 IL-12 
的 表达 抑制 (图 5A,B)。 
2.5 IL2-GMCSF 促 进 NF-kB 信 号 通路 的 活化 

免疫 印迹 检测 表明 ,TCM 处 理 全 面 下 调 了 NF-kB 
通路 的 活化 水 平 ,表现 为 p65 亚 基 的 磷酸 化 水 平 下降 。 
IL2-GMCSF 可 提升 该 水 平 ,但 该 通路 的 活化 在 
GM-CSF 处 理 组 中 进一步 降低 。 与 此 同时 ,STAT3 的 检 
测 结 果 显 示 ,TCM 处 理 活化 了 STAT3 通 路 ,然而 ,该 通 
路 的 活化 在 IL2-GMCSF 人 处 理 组 却 有 所 下 调 (图 6)。 


3 讨论 

细胞 因子 是 免疫 细胞 交流 的 途径 之 一 ,在 抗 肿瘤 免 
疫 反 应 的 启动 与 调节 中 具有 重要 作用 ""”。 为 排除 不 同 
细胞 因子 半 寿 期 不 同 所 造成 的 作用 效果 ,本 课题 组 将 协 
同 发 挥 作用 的 工 -2 5 GM-CSF 制备 为 融合 蛋白 ， 
IL2-GMCSF。 在 证 实 其 具备 单个 细胞 因子 的 活性 之 
后 ,本 研究 检测 了 体外 肿瘤 抑制 环境 中 IL2-GMCSE 对 
DC 细胞 系 的 活化 水 平 。 结 果 显 示 ,在 肿瘤 细胞 条 件 培 
养 基 的 作用 下 ,IL2-GMCSF 可 促进 DC2.4 细 胞 的 活化 ， 
表现 为 厨 噬 、 增 殖 、 成 熟 、 细 胞 因子 分 泌 水 平 上 调 ， 
NF-kB 信 号 通路 活化 水 平 增强 。 

DC 细胞 在 免疫 反应 中 发 挥 关 键 的 作用 ,可 在 
GM-CSF 作 用 下 发 生活 化 与 成 熟 , 因 此 彰显 了 GM-CSF 
在 免疫 反应 中 的 重要 性 。DC2.4 细 胞 2 是 小 鼠 未 成 熟 
DC 细胞 系 ,摄取 抗原 后 可 从 未 成 熟 状态 转变 为 成 熟 状 
态 , 并 向 T 细 胞 提 呈 抗原 ,具有 体内 天 然 DC 的 活性 。 本 
研究 结果 显示 ,DC2.4 细 胞 在 TCM 条 件 下 培养 24h 后 ， 
吞 哈 水 平 上 调 , 但 增殖 水 平和 表面 成 熟 标 志 表 达 水 平 下 
降 , 提 示 DC2.4 细 胞 接触 肿瘤 环境 后 活化 受到 抑制 。 雁 
噬 是 DC 摄取 抗原 的 重要 途径 ,对 DC 吞噬 的 促进 有 助 
于 DC 更 好 地 启动 免疫 反应 。TCM 抑 制 DC AY EEA 
性 ,从 而 即 可 从 源头 上 抑制 免疫 反应 。IL2-GMCSF 和 
GM-CSEF 的 单独 或 组 合 IL-2 作 用 在 常规 培养 条 件 下 可 
显著 促进 DC 的 生 噬 活性 ,但 在 TCM 环境 中 , 虽 可 一 年 
程度 逆转 TCM 的 抑制 效应 ,但 均 无 法 使 之 恢复 到 正常 
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图 3 流 式 细胞 术 检 测 CD80*CD86'DC2.4 细 胞 的 比例 
Fig.3 Ratio of CD80°CD86°DC2.4 cells detected with flow 
cytometry. *P<0.05 vs BLK; *P<0.05 vs TCM. 
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图 4 流 式 细胞 术 检测 MHC-IT'CD83:DC2.4 细 胞 的 比例 
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水 平 ,说 明 TCM 中 抑制 性 因素 的 效应 较 强 , 非 细 胞 因子 
这 单纯 1 种 免疫 成 分 可 抵御 。 从 抗 瘤 免疫 的 目的 来 看 ， 
最 好 能 找 出 该 因素 ,并 有 针对 性 地 加 以 抑制 。 此 外 ,我 
们 的 结果 显示 ,无 论 是 正常 培养 条 件 下 ,还 是 在 TCM 处 
理 的 条 件 下 , IL2-GMCSF 促进 吞噬 的 活性 均 与 
GM-CSF.2 种 细胞 因子 组 合 的 效应 相当 ,而 IL-2 对 DC 
的 吞 鸣 活 性 无 影响 , HER IL2-GMCSF REA ARATE, fet 
DC Fea VERA UM aT a GM-CSF, 

TCM 显著 抑制 DC2.4 细胞 增殖 ,这 一 


现象 可 被 
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ļ 154 Fig.4 Ratio of MHC-II'CD83* DC2.4 cells detected with flow 
= 1.0 cytometry. *P<0.05 vs BLK; *P<0.05 vs TCM. 

= 0.5 

2 0.0. 


GM-CSF 45 IL-23% #Ẹ , mj IL2-GMCSF 的 效应 显著 高 于 
细胞 因子 的 单独 及 组 合 使 用 ,提示 该 融合 蛋白 一 定 程 度 
上 克服 了 2 种 因子 组 合 的 缺陷 ,并 带 来 新 的 效应 ,从 而 
可 以 获得 更 为 理想 的 效果 。DC 细 胞 的 增殖 使 得 更 多 肿 
瘤 抗原 得 以 递 呈 给 工 细胞 ,从 而 可 引发 更 高 水 平 的 抗 肿 
瘤 免 疫 反 应 。 原 代 DC 的 可 增殖 性 未 可 确定 ,因此 
IL2-GMCSF 显 著 促进 DC2.4 细 胞 增殖 的 意义 尚 需 在 体 
内 进一步 验证 。 但 IL2-GMCSF 促 进 DC 在 免疫 抑制 条 
件 下 的 显著 增殖 是 很 有 趣 的 现象 ,值得 深入 探讨 。 
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图 5 ELISA 检 测 DC2.4 细 胞 IL-12 与 MDC 的 分 泌 
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Fig.5 Secretion of IL-12 and MDC by DC2.4 cells detected with ELISA. *P<0.05 vs BLK; *P<0.05 vs TCM. 
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图 6 免疫 印迹 检测 DC2.4 细 胞 信号 通路 活 
化 水 平 

Fig.6 Activation of signaling pathways in 
DC 2.4 cells detected with Western blotting. 


细胞 表 型 可 反映 细胞 的 功能 。 本 实验 的 结果 显示 ， 
TCM 单纯 处 理 可 抑制 DC2.4 细胞 的 CD80、CD86、 
CD83 和 MHC-II 表 达 , 而 GM-CSF 和 二 -2 对 不 同 的 DC 
成 熟 标 志 的 效应 杀 异 。 然 而 ,在 TCM 环 境 中 , 仅 有 双 功 
能 分 子 IL2-GMCSF 可 促进 CD80 和 CD86 的 表达 ,同时 
维持 CD83 和 MHC-H 的 水 平 。CD80 和 CD86 是 重要 
的 共 刺 激 分 子 , 对 DC 和 TT 细胞 的 相互 作用 具有 重要 的 
作用 ,是 保护 性 fT 细胞 反应 产生 所 依赖 的 要 素 之 一 ;DC 
表面 CD80/CD86 的 缺失 将 诱导 免疫 耐 受 。 因 此 , 双 
功能 分 子 对 CD80 和 CD86 的 表达 促进 作用 对 于 抗 肿瘤 
免疫 反应 具有 重要 意义 。 

本 研究 中 ,检测 了 代表 DC2.4 细 胞 两 种 活性 的 细胞 
因子 表达 水 平 。 一 种 是 DC 促进 T 细 胞 活化 所 依赖 的 
IL-12, 男 一 种 是 强 效 趋 化 因子 MDC。 其 中 ,TCM 确 实 
可 以 促进 MDC 的 分 泌 ,但 水 平 低 于 GM-CSF 与 
IL2-GMCSF 的 效应 。 同 时 ,TCM 显著 抑制 IL-12 的 表 
KE., m 1L2-GMCSF 在 TCM 环境 中 对 二 -12 表达 
的 部 分 逆转 ,提示 其 对 DC 的 影响 主要 是 在 DC 活化 T 
细胞 方面 的 效应 ,与 前 述 促进 CD80 和 CD86 表 达 的 结 
果 相 一 致 。 同 时 ,ILL2-GMCSEF 具 有 较 GM-CSF 更 强 的 
促进 MDC 分 泌 的 活性 ,提示 该 融合 蛋白 具有 GM-CSF 
所 不 可 比拟 的 优势 MDC 是 DC 与 巨星 细 胞 分 泌 的 强 
效 趋 化 因子 。Guo 等 将 MDC 基 因 转 染 小 鼠 后 发 现 ， 
MDC 可 募集 大 量 DC 细 胞 至 肿瘤 病灶 人 处 ,从 而 诱导 较 


强 的 抗 肿瘤 免疫 反应 ,显著 抑制 肿瘤 发 展 的 进程 。 与 之 
相反 ,TCM 抑制 了 DC2.4 细 胞 的 瑟 -12 分 泌 活 性 ,从 而 
阻止 其 活化 T 细 胞 。 然 而 该 抑制 效应 可 被 GM-CSF 有 
所 逆转 ,在 蕊 2-GMCSEF 作 用 下 进一步 恢复 至 接近 正 党 
培养 条 件 下 的 水 平 ,提示 工 2-GMCSF 可 促进 DC 发 挥 
更 强 的 抗 肿瘤 免疫 效应 。 

在 吞 喉 与 增殖 检测 中 可 见 ,IL2-GMCSF 主要 通过 
GM-CSE 对 DC2.4 细 胞 发 挥 活性 ,下 -2 对 其 活性 并 无 显 
著 影响 ,但 IL2-GMCSF 对 DC2.4 细 胞 的 活化 活性 高 于 
GM-CSF 单 独 作 用 的 效应 。 因 此 ,在 细胞 因子 分 泌 检 测 
与 免疫 印迹 分 析 时 , 仅 对 I 耳 2-GMCSF 与 GM-CSF 的 效 
应 进行 了 比较 。 结 果 显 示 ,融合 蛋白 具有 更 高 的 促进 细 
胞 因子 分 泌 与 活化 NF-xkB 信 号 通路 的 活性 。 与 此 相 一 
致 的 是 ,IL2-GMCSF 对 STAT3 通 路 的 活化 水 平 显 著 低 
于 GM-CSF 单 独 细 胞 因子 的 作用 效应 。 单 核 细胞 来 源 
的 DC 中 ,STAT3 对 免疫 监视 和 炎症 反应 发 挥 负 调控 的 
功能 。 沉 默 STAT3 通路 不 会 改变 DC 细胞 的 表 型 ,但 会 
改变 其 细胞 因子 分 泌 谱 ,使 IL-10 上 调 ,IL-12 和 TNF-a 
下 调 拉 。 与 TCM 共 孵 育 的 DC2.4 细 胞 ,其 STAT3 通路 
活化 水 平 上 升 。 出 人 意料 的 是 ,在 常规 培养 条 件 下 
GM-CSF 以 不 明 机 制 诱导 出 了 更 高 水 平 的 STAT3 活 
化 ,在 TCM 环境 中 的 水 平 也 较 高 。 与 之 相反 ， 
IL2-GMCSF 对 该 通路 的 活化 具有 一 定 的 抑制 效应 ,这 

与 其 诱导 更 高 水 平 的 IL-12 和 MDC 相 一 致 。 

综 上 所 述 ,IL2-GMCSF 除 具有 两 种 细胞 因子 各 自 
的 活性 外 ,更 可 发 挥 协同 效应 ,促进 DC 在 肿瘤 免疫 抑制 
环境 中 的 活化 。 这 一 活性 对 逆转 肿瘤 的 免疫 逃逸 .促进 
抗 肿瘤 免疫 反应 .进而 抑制 肿瘤 的 进展 ,将 具有 重要 作 
用 。 因 此 ,IL2-GMCSFE 有 望 成 为 有 效 的 临床 抗 肿瘤 治 
疗 手段 。 同 时 ,鉴于 这 一 融合 蛋白 可 使 两 种 细胞 因子 持 
续 性 地 协同 作用 ,对 于 进一步 研究 二 者 联合 的 免疫 学 效 
应 具有 重要 意义 。 
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